蓝光对维甲酸致大鼠骨质疏松模型的影响研究初探
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[摘要] 目的 探索蓝光干预维甲酸致大鼠骨质疏松模型的骨代谢指标及骨微结构的改变，为蓝光对实际生活中的骨影响提供理论依据。方法：9月龄SD大鼠按体重随机分成正常对照组、模型对照组和观察组，每组6只，观察组和模型对照组用维甲酸100mg/kg/d的剂量连续灌胃14d的造模，正常对照组灌胃同体积的蒸馏水14d，14d后各组均恢复正常采食饮水。正常对照组和模型对照组全程采用昼夜12h:12h的日光灯光照模式，观察组在14d造模完成后采用12h:12h的460nm的蓝色光照模式继续照射21d。分别于造模14d、蓝光干预14d、蓝光干预21d后眼眶取血测定血清钙、磷、ALP、β-CTX和P1NP水平，21d后CO2麻醉处死后取股骨用microCT测定骨密度、骨小梁数量、骨小梁厚度和骨小梁分离度。结果 正常对照组的大鼠体重430.83±3.87g，血钙3.97±0.10 mmol/L、血磷3.80±0.17 mmol/L、血清ALP 85.88±2.13U/L、β-CTX 255.90±6.76 ng/mL、P1NP 222.02±8.65 ng/mL、骨密度0.433±0.013 g/cm3、骨小梁数量3.300±0.130 1/mm，骨小梁厚度0.157±0.004mm、骨小梁分离度0.215±0.041 mm，模型对照组的大鼠体重379.58g±7.80g，血钙3.42±0.12 mmol/L、血磷4.14±0.14mmol/L、ALP 150.27±24.90 U/L、β-CTX 382.69±17.76 ng/mL，P1NP 374.63±25.91 ng/mL、骨密度0.331±0.006 g/cm3、骨小梁数量2.580±0.1001/mm，骨小梁厚度0.137±0.005mm、骨小梁分离度0.327±0.002 mm，观察组的大鼠体重361.55±11.17g，血钙2.96±0.15 mmol/L、血磷4.44±0.11 mmol/L,  ALP 116.39±1.91 U/L、β-CTX 332.89±22.60 ng/mL，P1NP 325.74±7.09 ng/mL、骨密度0.315±0.001 g/cm3、骨小梁数量2.080±0.009 1/mm，骨小梁厚度0.129±0.002 mm、骨小梁分离度0.430±0.028 mm。和正常组相比，模型组大鼠的各项指标均差异极显著（p＜0.01），显示造模成功。和模型对照组相比，观察组大鼠的体重、骨密度、骨微结构及骨代谢等各项指标差异极显著（p＜0.01），蓝光能降低骨质疏松大鼠的体重、血钙、ALP、β-CTX和P1NP、骨密度、骨小梁数量、骨小梁厚度，增加血清磷和骨小梁分离度。结论：460nm蓝光光照可能通过早期抑制成骨和影响钙磷代谢促进维甲酸诱导骨质疏松大鼠模型的发展进程，提示骨质疏松患者在日常生活中可能需要减少蓝光环境的接触。
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A primary study on the effect of blue light on osteoporosis model 

induced by retinoid acid in rats 
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Abstract: Objective：In order to explore the effects of blue light on bone metabolism indexes and bone microstructure of osteoporosis model induced by retinoic acid, and to provide theoretical basis for the effect of blue light on bone metabolism. 
Methods: SD rats of 9 months old were randomly divided into normal control group, model group and observation group, with 6 rats in each group. The observation group and the model control group were fed with retinoic acid 100mg / kg / D for 14 days, and the normal control group was fed with distilled water of the same volume for 14 days. After 14 days, all groups recovered to normal drinking water and food. The normal control group and the model control group were exposed to 12h: 12h （day：night）daylight lamp, and the observation group was exposed to 460nm blue light for 21d when 14d modeling succeeded with the same day/night model 12:12h. The levels of serum calcium, phosphorus, ALP, β - CTX and P1NP were measured after 14 days of modeling, 14 days of blue light intervention and 21 days of blue light intervention respectively. Finaly， CO2 anesthetized and executed，the femur was taken to measure the BMD, the number of trabeculae, the thickness of trabeculae and the resolution of trabeculae. Results: The normal group with the body weight 430.83±3.87g, serum calcium3.97±0.10 mmol/L, serum phosphorus 3.80±0.17 mmol/L, ALP 85.88±2.13U/L, β-CTX 255.90±6.76 ng/mL, P1NP 222.02±8.65 ng/mL BMD 0.433±0.013 g/cm3, the number of trabeculae was 3.300±0.130 1/mm, the thickness of trabeculae 0.157±0.004 mm, the seperation of trabeculae 0.215±0.041 mm; The model group with the body weight 379.58g±7.80g, serum calcium3.42±0.12 mmol/L, serum phosphorus 4.14±0.14 mmol/L, ALP 150.27±24.90 U/L, β-CTX 382.69±17.76 ng/mL, P1NP 374.63±25.91 ng/mL BMD 0.331±0.006 g/cm3, the number of trabeculae 2.580±0.100 1/mm, the thickness of trabeculae 0.137±0.005 mm, the seperation of trabeculae 0.327±0.002 mm; The observation group with the body weight 361.55±11.17g, serum calcium 2.96±0.15 mmol/L, serum phosphorus 4.44±0.11 mmol/L, ALP 116.39±1.91 U/L, β-CTX 332.89±22.60 ng/mL, P1NP 325.74±7.09 ng/mL BMD 0.315±0.001 g/cm3, the number of trabeculae 2.080±0.009 1/mm, the thickness of trabeculae 0.129±0.002 mm, the seperation of trabeculae 0.430±0.028 mm. Compared with the normal group, the indexes of the model group were significantly different (P < 0.01), it showed modeling success. Compared with the model control group, the body weight, bone density, bone microstructure and bone metabolism of the rats in the observation group were significantly different(P < 0.01), Blue light can reduce the body weight, blood calcium, ALP, β - CTX and P1NP, bone density, the number of trabeculae, the thickness of trabeculae, and increase serum phosphorus level and the separation of trabeculae. Conclusion: 460nm blue light can promote the development of osteoporosis model induced by retinoic acid through early inhibition of osteogenesis and affecting calcium and phosphorus metabolism, which suggests that osteoporosis patients may need to reduce the exposure of blue light environment in their daily life.
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蓝光是一种波长范围在400-500nm的可见光，在临床上有一定程度的应用[1-2]。蓝光光子可被皮肤中的胆红素分子吸收，然后通过光化学反应将胆红素转换为可通过肾脏和肝脏排泄的异构体，产生类似于药物的剂量反应效应被用于治疗新生儿黄疸[3]。蓝光可以诱导活性氧的产生，活化痤疮丙酸杆菌内部的卟啉，用于促使痤疮丙酸杆菌的凋亡抑制痤疮的发生[4]，也可以用于治疗幽门螺杆菌感染[2]和念珠菌阴道炎[5]。蓝光可联合5-氨基酮戊酸或其甲酯化产物，治疗光线性角化病患者的皮肤病损[6]。蓝光照射伤口可诱导细胞色素氧化酶和其他线粒体血红素蛋白释放一氧化氮，有效激活一氧化氮抑制的线粒体[7]，同时血红蛋白对光的吸收会引起局部温度升高，从而导致凝血效应促进伤口愈合[8]。此外，蓝光可通过调整人体生物钟的昼夜节律性，抑制体内褪黑素，改善帕金森患者的情绪和睡眠障碍[9]，降低季节性情感障碍的发病频率[10]。蓝光与骨代谢的关系也一直是骨科领域的关注热点[11-13]。Yuan Ye等人[11]的实验结果显示蓝光会抑制骨髓间充质干细胞的增殖，促使凋亡，抑制成骨分化。Notomi Takuya等人[12]的研究显示，蓝光刺激可以提升RAW264.7细胞的抗酒石酸盐酸性磷酸酶活性以及促进破骨分化。Dereci Ömür等利用蓝光照射颅骨骨缺损大鼠模型的骨膜，认为LED蓝光在骨生成方面呈现促进作用[13]。鉴于目前关于蓝光对骨的细胞层面的影响结果不一致的研究报道，本论文从整体动物水平研究蓝光干预对维甲酸致骨质疏松模型的体重、血清钙磷、ALP、β-CTX和P1NP、骨密度、骨小梁数目、骨小梁厚度和骨小梁分离度的影响，以便为探索蓝光对骨代谢的影响提供确切证据。
1 对象和方法

1.1主要试剂

维甲酸（BR，98%，Aladdin），大鼠ALP Elisa（96T）试剂盒、大鼠β-CTX Elisa（96T）试剂盒、大鼠P1NP Elisa（96T）试剂盒均来自武汉贝莱茵生物科技有限公司，水合氯醛、无水乙醇均为化学纯，来自中国医药集团上海化学试剂有限公司。钙检测试剂盒、磷检测试剂盒均来自贝克曼库尔特中国有限公司。
1.2 主要仪器
全自动生化分析仪（Beckman CX5，美国Beckman公司），酶标仪（Epoch，美国 BioTek 公司），Micro CT仪（Bruker SKYSCAN 1275，德国Bruker公司），恒温水浴箱（ST-RT-V50，上海一恒科技有限公司），冰箱（-86℃DW-86L828型冰箱，海尔集团），低温离心机（5920R，德国Eppendorf公司）；460nm LED蓝光灯（复旦大学信息学院光源与照明工程系定制）。
1.3实验动物

9月龄ＳＰＦ级健康雌性SD大鼠24只，体重370±37g，由华东师范大学动物实验中心提供（动物质量许可证号SYXK（沪）2016-0010），动物伦理号2019五院JS-043。按体重随机分为正常组、模型组和观察组（观察组分为干预14d组和干预21d组），每组6只。3只/笼分笼饲养在室温20～28℃、相对湿度60%～80%的清洁环境中，自由饮水、使用专用鼠粮喂养，通风良好，正常对照组和模型组采用正常光照，日光灯控制昼夜12h:12h光照模式，观察组造模后采用460nm的LED灯控制昼夜12h:12h，光照强度30000±2000LUX。
1.4 实验方法
1.4.1 给药和干预方法
维甲酸用超纯水超声溶解，模型组和观察组大鼠用维甲酸100mg/kg/d的剂量连续灌胃14d，正常对照组大鼠给予同体积的超纯水灌胃14d。14d后停止药物干预，恢复正常的饮食饮水。造模结束后，正常和模型组用日光灯照明，观察组（14d）前面7d采用正常光照，后面14d用LED蓝光灯照明。观察组（21d）造模后采用21d蓝光光照。采用干预开始时间不同、截止时间相同的方法来控制实验结束时实验大鼠的条件一致性。
1.4.2 血清学指标测定

各组大鼠分别于干预实验结束时按0.5mL/100g腹腔注射4%水合氯醛麻醉后，称重、眼眶静脉促凝管采血1.5mL，3500rpm m 4℃离心10 min，取血清按照试剂盒检测说明检测血清钙、磷、ALP、β-CTX和P1NP等指标。钙、磷检测采用化学发光法，ALP、β-CTX和P1NP检测采用酶联免疫法。
1.4.3 骨密度及骨微结构测定

实验结束时各组大鼠CO2麻醉处死后取股骨，祛除筋膜，生理盐水冲洗净后使用滤纸吸干表面水分，将样本置于MicroCT扫描仪样本室，设置样本扫描参数为60kV，166uA，扫描精度为18um，开始扫描，扫描时间约为30-40min。扫描完成后，利用随机软件对股骨样本扫描数据进行3D重建，选定股骨样本靠近膝关节段的区域，进行数据分析与统计，获取骨密度（BMD），骨小梁数量（Tb.N），骨小梁厚度（Tb.Th）和骨小梁分离度（Tb.Sp）的数据。每个样本平均扫描三次取平均值。

1.4.4 统计分析方法

采用SPSS22.0进行统计分析，计量资料用均数±标准差表示。单因素方差分析组间差异性。P＜0.05表示统计学差异显著，p＜0.01为差异极显著。
2 结果

2.1 ALP、β-CTX和P1NP的工作曲线
以标准品浓度为横坐标，对应OD值为纵坐标得到各工作曲线。ALP的计算公式y=0.0279x+0.0342，b-CTX的计算公式为：y=0.0092x-0.0609，P1NP的计算公式为：y=0.0296x+0.0616。
2.2 蓝光干预对大鼠体重的影响

蓝光干预对体重变化见表1。从表1中可以看出，各组大鼠体重在造模前差异不显著。和正常组相比，造模后观察组366.94±6.30g和模型组366.17±5.10g体重显著降低（P<0.01）。造模过程中，大鼠的体重受到极显著的影响，说明造模药物在影响动物模型骨密度的同时也影响体重。蓝光干预21d后，观察组361.55±11.17g和模型组379.58±7.80g相比，差异极显著（P均<0.01）。正常组大鼠体重显著增加，模型组在结束造模药物干预后也明显增加，观察组体重呈现持续下降趋势。说明蓝光干预时降低了骨质疏松模型大鼠的体重。
表1 蓝光干预对大鼠体重的影响（n=6，[image: image1.wmf]X

±SD）
Tab1 Effect of blue light intervention on body weight of rats
	时间点
	正常组(g)
	模型组(g)
	观察组（g）

	造模前
	371.77±14.95
	370.14±12.87
	369.32±6.83

	造模后
	418.34±4.41
	366.17±5.10**
	366.94±6.30

	干预21d
	430.84±3.87
	379.58±7.80**##
	361.55±11.17


**和正常组相比差异显著，##和观察组相比差异显著
2.2 蓝光干预对大鼠的钙、磷水平的影响

蓝光干预对钙、磷水平的影响见表2。从表2中可以看出，模型组血钙3.42±0.12 mmol/L显著低于正常对照组，血磷4.14±0.14 mmol/L显著高于正常组，均p＜0.01。蓝光干预14d时血钙2.97±0.12 mmol/L、血磷4.43±0.16 mmol/L，21d时2.96±0.15 mmol/L、血磷4.44±0.11 mmol/L，和模型对照组比，观察组的血钙水平显著降低，血磷水平显著升高。干预14d和21d时血钙、血磷的水平变化不大。说明蓝光干预影响钙磷水平可能发生在早期。

表2蓝光干预对骨质疏松大鼠钙磷水平的影响（n=6，[image: image2.wmf]X

±SD）
Tab2 Effect of blue light intervention on serum calcium and phosphorus of rats
	组别
	血钙（mmol/L）
	血磷(mmol/L)

	正常对照组
	3.97±0.10**
	3.80±0.17**

	模型对照组
	3.42±0.12
	4.14±0.14

	蓝光干预14d
	2.97±0.12**
	4.43±0.16**

	蓝光干预21d
	2.96±0.15**
	4.44±0.11**


**和模型组相比差异显著

2.3 蓝光干预对大鼠的ALP、β-CTX 和 P1NP水平的影响

蓝光干预对ALP、β-CTX和P1NP的影响结果见表3。从表3中可以看出，模型组ALP 150.27±24.90u/L、β-CTX382.90±17.76pg/ml、P1NP 374.63±25.91ng/ml均显著高于正常对照组ALP 85.88±2.13u/L，β-CTX 255.90±6.76pg/ml、P1NP222.02±8.65ng/ml，均p＜0.01。说明造模过程中，成骨和破骨标志物均呈现增强趋势。蓝光干预14d时ALP 120.22±1.32u/L、β-CTX 358.69±22.05 pg/ml、P1NP 336.52±18.98ng/ml，干预21d时ALP 116.39±1.91u/L、β-CTX 332.89±22.60pg/ml、P1NP 325.74±7.09ng/ml。和模型组相比，蓝光干预14d时ALP和P1NP下降极显著（p <0.01），β-CTX下降显著（p=0.034）。蓝光干预21d时，和模型组相比ALP、P1NP、β-CTX均下降极显著。蓝光干预14d和21d相比，ALP水平变化不显著（p=0.193），P1NP变化不显著（p=0.264），β-CTX水平变化显著（p=0.024），提示可能蓝光对成骨的影响作用要早于对破骨的影响作用。
表3 蓝光干预对骨质疏松大鼠ALP、P1NP、β-CTX骨代谢标志物的影响（n=6，[image: image3.wmf]X

±SD）
Tab3 Effect of blue light intervention on ALP、P1NP and β-CTX level of rats
	组别
	ALP（u/L）
	β-CTX（pg/ml）
	P1NP（ng/ml）

	正常对照组
	85.88±2.13**
	255.90±6.76**
	222.02±8.65**

	模型对照组
	150.27±24.90
	382.90±17.76
	374.63±25.91

	蓝光干预14d
	120.22±1.32**
	358.69±22.05*
	336.52±18.98**

	蓝光干预21d
	116.39±1.91**
	332.89±22.60**#
	325.74±7.09**


**和模型组相比差异显著，#和干预14d相比
2.4 蓝光干预对大鼠的骨密度和骨微结构的影响

蓝光干预对骨密度及骨微结构的影响结果见表4和图1、图2、图3。从表4中可以看出，模型组的骨密度0.331±0.006g/cm3显著低于正常对照组0.433±0.013g/cm3，蓝光干预14d时0.319±0.0120g/cm3下降有趋势，无统计学意义（p=0.083），干预21d时骨密度0.315±0.001g/cm3显著下降（p=0.023），干预14d和干预21d时差异不显著（p=0.548）。提示蓝光对骨密度的影响是一个持续性的变化过程。
模型对照组的骨小梁数量（2.58±0.10（1/mm））显著低于正常组对照组（3.00±0.13（1/mm）），P<0.01。和模型组相比，蓝光干预14d时骨小梁数量2.37±0.08（1/mm）、干预21d时2.08±0.09（1/mm）下降极显著（p<0.01），干预14d和干预21d比差异极显著（p<0.01）。
模型对照组骨小梁厚度0.137±0.005mm显著低于正常对照组0.157±0.004mm（p<0.01）。和模型组相比，蓝光干预14d的骨小梁厚度0.131±0.001mm、干预21d骨小梁厚度0.129±0.002mm显著降低（p<0.01），但干预14d和干预21d差异不显著（p=0.275）
模型对照组的骨小梁分离度0.327±0.002mm显著高于正常对照组0.215±0.041mm（p<0.01）。和模型组相比，蓝光干预14d的骨小梁0.372±0.008mm、干预21d骨小梁0.436±0.028mm显著增加（p<0.01）。干预14d和干预21d差异极显著（p<0.01）。

从图1、图2、图3中可以看出，蓝光干预组的骨微结构破坏程度显著高于模型对照组和正常对照组，蓝光干预组的股骨微结构破坏程度要高于模型对照组。
表4蓝光干预对骨质疏松大鼠的骨密度及骨微结构的影响（n=6，[image: image4.wmf]X

±SD）
Tab4 Effect of blue light intervention on BMD and micro-architecture of rats
	组别
	骨密度
（g/cm3）
	骨小梁数量
（1/mm）
	骨小梁厚度
（mm）
	骨小梁分离度
（mm）

	正常对照组
	0.433±0.013**
	3.00±0.13**
	0.157±0.004**
	0.215±0.041**

	模型对照组
	0.331±0.006
	2.58±0.10
	0.137±0.005
	0.327±0.002

	蓝光干预14d
	0.319±0.012
	2.37±0.08**
	0.131±0.001**
	0.372±0.008**

	蓝光干预21d
	0.315±0.001*
	2.08±0.09**##
	0.129±0.002**
	0.43±0.028**##


**与模型组相比差异显著 #和干预14d比差异显著
[image: image5.png]1A




[image: image6.png]



图1 正常大鼠的股骨   
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图2  模型大鼠的股骨
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图3 观察组大鼠的股骨图
3讨论

体重指数是和骨质疏松有强相关性的指标[14]，在本研究中发现在蓝光干预观察期间正常对照组的体重平均增加了12.50g，模型对照组体重平均增加了13.41g，蓝光干预组体重平均减少了5.39g。说明蓝光干预环境能够降低骨质疏松模型大鼠的体重，通过影响体重进而促进骨质疏松的进展可能是蓝光影响骨密度的原因之一。Yuan Ye等人[11]的实验结果显示蓝光会抑制骨髓间充质干细胞的增殖，促使其凋亡，推测影响体重可能是因蓝光抑制骨髓间充质干细胞的增殖进而使其成脂分化受到影响，这有待于我们今后的课题中进行进一步深入研究。
低钙和高磷水平能够抑制成骨细胞活性、促进破骨细胞的活化[15]。蓝光干预能够显著降低血清钙、增加血清磷的水平，且这种改变在干预14d时已经发生极显著的变化，14d和21d的变化差异不显著，说明蓝光干预影响钙磷代谢水平是发生在早期，失衡到一定程度后发生骨代偿性补偿动员骨骼中的钙磷来维持血液中的钙磷代谢平衡，这与后期的骨密度下降显著的实验现象相符合。推测蓝光对骨密度的影响和钙磷代谢水平失衡有一定程度的相关性。
ALP和P1NP是临床和基础实验研究中用来代表成骨活性的骨标志物，β-CTX是常见的破骨细胞活性标志物[16]。蓝光干预ALP和P1NP在14d发生极显著的变化，β-CTX在14d时发生显著变化，在21d时发生极显著的变化。对ALP和P1NP产生的影响在早期要比β-CTX显著。提示蓝光干预抑制成骨的作用要早于抑制破骨作用。蓝光干预早期骨小梁数量、骨小梁厚度和骨小梁分离度发生显著变化，而骨密度的显著变化要晚于骨小梁的变化。这与临床上骨质疏松人群在早期先发生骨小梁的减少和骨分离度增加的现象相符合[17]。本研究的研究结果蓝光干预降低ALP和P1NP水平和Yuan Ye等人的体外实验结果蓝光抑制成骨分化相一致[11]，但降低β-CTX与Notomi Takuya等人的体外研究结果蓝光刺激可以提升RAW264.7细胞的抗酒石酸盐酸性磷酸酶活性以及促进破骨分化相反[12]。因此，后期需要对蓝光降低β-CTX的作用机理需要进一步深入探索。
本实验仅初步研究了蓝光对维甲酸诱导的骨质疏松模型的影响，提出蓝光能够降低骨质疏松大鼠的体重、引起钙磷代谢失衡、降低骨密度、破坏骨微结构，加速骨质疏松的进展进程。但蓝光对正常大鼠和低转换型骨质疏松模型的是否有相同的作用需要进一步探索。由于本实验采取的是460nm蓝光LED灯，460nm是目前LED灯常用的波长，采用的光照强度是根据细胞实验结果换算到动物体内使用的光照强度，现实生活中暴露在蓝光环境中的强度到达何种剂量、暴露多少时长会显著影响机体的骨代谢有待于进一步考察。
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